o 

1/39/1 

DIALOG (R) File 345 : Inpadoc/Fam. & Legal Stat 
,(c) 2001 EPO. All rts. reserv. 

3215781 

Basic Patent (No, Kind, Date) : ES 475500 Al 19790401 <No. of Patents: 001> 
Patent Family: 

Patent No Kind Date ' Applic No Kind Date j 
ES 475500 Al 19790401 ES 475500 A 19781128 (BASIC) 

Priority Data (No, Kind, Date) : 
ES 475500 Al 19781128 

PATENT FAMILY: 
SPAIN (ES) 

Patent (No, Kind, Date) : ES 475500 Al 19790401 

METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS ESENCIALES PARA LA 

ALIMENTAC ION , POR TRATAMI ENTO ELECTRONICO DE MICRO- ORGANISMOS 

FIJADORES DE N2 (Spanish) 
Patent Assignee: CONSEJO SUPERIOR INVESTIGACION (ES) 
Priority (No, Kind, Date) : ES 475500 Al 19781128 
Applic (No, Kind, Date) : ES 475500 A 19781128 
IPC: * C12D 

CA Abstract No: * 91 (11) 089531Y 
Language of Document: Spanish 
SPAIN (ES) 

Legal Status (No, Type, Date, Code, Text) : 

ES 475500 AA 20000201 ES FD1A PATENT LAPSED (PATENTE 

CADUCIDADES) 
19991207 




BEST AVAILABLE COPY 



r 



0 91:089531/AN 

«> s 91:89531/an 

L2 1 91:8953l/AN. 

=> d cbib,ab 

L2 ANSWER 1 OF 1 CA COPYRIGHT 2001 ACS 

91 t 89531 Proteins and essential amino acids for nutrition by 

electronic treatment of nitrogen -fixing microorganisms. Martin Gonzalez, 

Antonio (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Spain). Span. 

ES 475500 19790401, 7 pp. (Spanish). COD EN: SPXXAD. APPLICATION: ES 

1978-475500 19781128. 
AB High yields of proteins and amino acids were obtained in a fermn. process 

using 1 of 9 strains of Azotobacter in the presence of an elec. field. 

In 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) with sucrose as a 
C-source, the application of sinusoidal waves (5 V, 7 mA, and 20 Hz) 
increased the total amino acid prodn. 258% relative to that when the 

elec. 

field was not applied. 
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MEMORIA DESCRIPTIVA 



Muchas nactones subdesarrolladas no pueden tener un mihimo 
nivel protefnico y esfo es la causa mas tmportante del hombre en estos pates. Estos 
constancies han Hevado a la Wsqueda de nuevos caminos para conseguir nuevas 
reserves de protefnos, como ocurre en EE.UU. que es el principal expertador de 
semlllas oleaglnosas. En Europa Occldenfal el 80% de las proternas de origen oni 
mal proceden de la tmportaclon/slendo del orden del 90% en. la Comunldad Ecoh6 
mica Europea. En vista de estos dates, laComfsion de Agricultura del MereadoCe 
mun se muesfra pesimista ol respeeto y espera que en 1980 oun seguira Importando~ 
el 90%. 

Por otro parte, el coste de los fertllizantes ha eumentado enomie 
mente en los ulttmos cinco ones, inctdlendo por conslguiente en el mayor coste de 
los alimentos y eh la restrict del suminlstro 'dietetic© de los poises mas subdesarro 
llados. ~ 

Tamblen, el alto coste del proceso Haber para slntetizar amonraco, 
es consecuencia de la subida del petroleo, pues el hldrogeno requerido en dicha sfn 
tesis precede del gas natural o de los crudos y requiere ademas una gran cantidad de 
energfa para su cembinacion, por cuyo razon, el coste de los fertllizantes nitroge 
nados esta fntimamente relacionado con el coste de los combustibles. 

Podemos osegurar que para la producclon de protefnos es nece 
sario conseguir rfcos fertllizantes nltrogenados y que estos, qufmica o microbiolo 
gicamente proceden del nltrogeno atmosfertco. Cerco del 25% del nltrogeno fljji 
do es omonfaco stntetizado por el proceso Haber, el resto, que se estima en 150 mi 
Hones de toneladas metricas poraflo, proceden de la fljacton mlcroblologlca. El 
proceso de la fliacicn dei N y Impltco el consume de una gran cantidad demer- 
g?a que es sumintstrada por el metabollsmo de los glucidos mediante el ATP. la 
molecula clove en la via de filacton del Nj, es la nltrogenosa, que esta 
formada por las fiierro- sulfo - protefnos.. El transporte de electrones - 



tfene k/gar a troves do los dos componentes de la nftrogenasa para llegar a la complete 

reducclon del N2 y posterior conversion en glufamlna por reacclon con el glutamato y 

la glutamlnsltetasa de la cefula, 

Todo el complejo sistema se puede resumlr en una reducclon del Nj por 

transferencla electronlca medlante los otomos de re y Mo. 

Este metodo de aplicacJon electronfca a culHvos de mlcroorganlsmos 
fi|adores de (Azotobccter ), demuestra que es poslble actlvar el complejo meoanlsmo 
de la aslmllacton del conslgulendo aumentar en gran parte la btosfntesls de amlno- 
acldos y dfrlglr su metabolfsmo segun el ttpo de onda suminfstrada y la frecuencta de la 
mlsma. 

Esta actlvacion tiene lugar medlanfe los fones de hferro de las ferrodoxl nas, 
+2 +3 

puesto que el equlllbrfo de los iones re / Fe de los Ifquldos metabolfcas en los cul- 

+2 

tivos de Azotobccter , es alterado en el sentido de aumentar la proporclon de Fe cuan_ 
do son sumlnistrados compos electrlcos. 

En mlcroorganlsmos que fifan no se conocen experlenclas en las que 
seen apllcadas ondas electrlcos para estudlar sus efectas, por lo que este metodo propor- 
clona nuevos oamlnos para el esludlo de la fifaclon del y para la sfntesls de protefnas 
y amlnoacldos que son altamente potenclados segun el tfpo de onda electrlca, potenclal, 
Intensldad y frecuencla de la mlsma. 

El rendfm lento de ob tendon de protelnos y amlnoacldos por mlcroorga- 
nlsmos que fifan t^ con este metodo electron Ico puede ser aumenfado al Ir estudlando 
todas las constantes electrlcos en los puntos en que Influyen mas fovorablemente en la bfo_ 
sfntesls de amlnoacldos, 

UrIIlzando, unlcamente melazas de remolachas al 2% como sustrato y 
opflcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermentadores do 4 Iltros de medio, 
es poslble consegulr celulas de Azotobgcter vtnelandll (208 CEC7) que contlenen un - 
56,3% de amlnoacldos, slendo desfacable por su Importancla en la oilmen tacfon la pro_ 
porclon de metlonlna (6,57%), llslna (4,85%) y otros amlnoacldos esenclales, quo por la 
acclon de los oampos electrlcos apltcados, fueron potenclados con rolacton a los fermen 
radores testlgo, 13,41 veces mas en la coneentraclon de metlonlna, 4,90 voces en la 
tlroslno, 1,92 en la alanine y un 60% mas en el total de fodos (os amlnoacldos; cnallxo- 
dos. 
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La superficie de los electrodos sumerglda en el Ifqulcfo metabotfco era 
la correspondlente a on hrlo de plattno de 5 cm de longltud y 0,40 mm de dlameho. 

Cuando apllcabamos los compos electrlcos en un fermenfador de 5 llfros 
de capacldad con 4 llfros de medio de cultlvo, Instalamos electrodos de platlno con una 
superficie sumerglda de 10 x 0,5 cm. 

Las ondas electrlcos sumlnlstradas a los culHvos procedfan de un gene- 
rador modelo Exact de un rango de frecuenclas de 0 a 2 MHz, slendo las frecuenclas - 
5 Hz y 200 KHz de ondas slnusoldales apllcodas en los culHvos de Azotobacter , los pon- 
tes optlmos en la ccHvaclon del proceso reproductive de las celulas. 

La temperature de todos los culrtvos foe de 28*C durante todo el tlem- 

po de Incubaclon. Pasamos un caudal de aire esteril, saturado de humedad, de 150 II- 

2 

tros /horas a una preslon de 1 Kg/cm , cuando los culHvos fueron Incubados en un fer- 
menfador de 5 litres de capacldad con 4 litros de medio de cultlvo y los ma traces de 250 
ml, con 100 ml de medio se Incubaron en un fncubadar .orbital (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 28*0. 

REIVINDICACIONES 

Se relvlndlca como de nueva y propta Invenclon la propledad y explo 
cton exclusive de: 

1) "METODO DE OB7ENCION DE PROTEINAS Y AMINQACIDOS r 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACJON, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE M£ 
CROORGANISMOS FUADORES DE N^ caracferizado poraue a un cultlvo de micro- 
organ Ismos fijadores de Nj, se le apllca un oampo electrlco de ondas slnusoldales y - 
ondas cuadradas, cuyo tango de frecuenda osclla entre 0 y 2 MHz conslgulendose un 
elevado aumento en el contenldo en peso do cos! todos los amlnoacldos del Ifquldo me- 
tabolic©. 

2) Un me todo, segun relvlndlcaclon I, y caracierlzado por el empleo 
de nueve esHrpes de Azotobacter como mlcroorganlsmo fl|ador de Nj. 

3) Un me todo, segun relvlndlcaclones 1 y 2, y caractertzado porque el 
microorgantsmo empleado es Azotobacter vlnelandll 208 CECT y la cornposlclof; del me- 
dio de cultlvo es (a/I) I^HPO^, 0,4; KHjPO^, 0,1; Na^MoO^ 0,001; FeClgV^OCB 
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Y 2% de melaza de remolacha. 

4) Un metodo, segun relvlndlcaclones'l y 2, y coracterizado porque el 
mlcroorganfcmo empleodo es Azotobcctor vfnelondlt 382 DSM y como fcente ^ 

se empleo ocldo benzolco al 1%. 

5) Un metodo, segun reivindiooclones 1 y 2, y coracterizado porque el 
miaoorganlsmo empleodo es Azotobocter vine londli 382 DSM y la fuente de carbonc e, 
sacarosaal 1,5%. 

6) Un metodo, segun relvindicacfories 1 y 2, y coracterizado por el - 
empleo de Azotobocter vineldndli 382 DSM y ocefoto sodico ol 0,5% como fcento de - . 
carbono. 

7) Un metodo, segun reivindiooclones I y 2, y coracterizado por el - 
empleo de Azotobocter vinelondH 382 DSM y etanol ol 1%. 

8) Un metodo, segun relvlndicocion'es 1,4,5,6 y 7, y caracferfzcdo - 
porque el cultlvo Hene una concentroclon de ICHPO de 0,64 g/l y de KH PO de - 
0,16 a/1. * 4 24 

9) Un metodo, segun reivindiooclones 1>2, y cameterizado por el - 
empleo de las slgufentes estlrpes de Azatehacfer: Azotob^ ^^ mrm 203, 204, 
205, 206 y 374 CECT; ^zofobacter sails 210 CECT v Azofobcet,,, fegH edn^Ig »" - 

10) Un metodo, segun reivlndicaciSn 1, y coracterizado porque la fre- 
cuencio elecfrico empleada varia de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un metodo, segun reivlndicacion 1 , y caroctertzodo porque la tem- 
perafura del cultlvo es de 28*0. 

12) Un metodo, segun relvfndfcaclon 1, y coracterizado porque el com- 
po electrico se apllca median* la Intrcducclon de unos electrodes de plah'no en el lf- 
quido metaboilco. 

13) "METODO DE QBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DE Ml 
CROORGANISMOS FUADORES DE N tal y como ,e describe en el cuerpo de esto" 
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memorio y relvlndicaclones que consta de 7 paglnas escrittis por una »o!a cam. 
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